Antibacterial bacteriophage therapy by Janežič, Tena
  
  
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ BIOTEHNOLOGIJE 
 
 
 
 
 
 
Tena JANEŽIČ 
 
 
 
 
PROTIBAKTERIJSKA TERAPIJA Z 
BAKTERIOFAGI 
 
 
 
DIPLOMSKO DELO 
Univerzitetni študij - 1. stopnja  
 
 
 
 
. 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
  
  
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ BIOTEHNOLOGIJE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tena JANEŽIČ 
 
 
PROTIBAKTERIJSKA TERAPIJA Z BAKTERIOFAGI 
 
DIPLOMSKO DELO 
Univerzitetni študij - 1. stopnja  
 
 
ANTIBACTERIAL BACTERIOPHAGE THERAPY  
 
B. SC. THESIS 
Academic Study Programmes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
Janežič T. Protibakterijska terapija z bakteriofagi. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
II 
 
Diplomski seminar je zaključek univerzitetnega študija – 1. stopnja Biotehnologija. 
 
Študijska komisija 1. in 2. stopnje Študija biotehnologije je za mentorja diplomskega 
seminarja imenovala doc. dr. Matej Butala. 
 
 
 
 
 
 
 
Komisija za oceno in predstavitev: 
 
Predsednik: prof. dr. Mojca NARAT 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo 
 
 
Član:  doc. dr. Matej BUTALA 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
 
Član:  prof. dr. Polona JAMNIK 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Datum predstavitve: 4.9.2019  
 
 
Janežič T. Protibakterijska terapija z bakteriofagi. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
III 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
ŠD Du1  
DK UDK 602.3:578.347:606:616-022(043.2) 
KG bakteriofag, fag, bakterije, protibakterijska terapija  
AV JANEŽIČ, Tena  
SA BUTALA, Matej (mentor) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, Univerzitetni 
študijski program prve stopnje Biotehnologija 
LI 2019 
IN PROTIBAKTERIJSKA TERAPIJA Z BAKTERIOFAGI  
TD Diplomsko delo (Univerzitetni študij - 1. stopnja)  
OP VI, 20 str., 1 pregl., 4 sl., 54 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Bakteriofagi so virusi, katerih gostitelji so bakterije. Porast na antibiotike odpornih 
bakterij ki povzročajo okužbe je pripomogel k raziskovanju alternativnih oblik 
zdravljenja okužb. Terapija z uporabo bakteriofagov se je v dosedanjih raziskavah 
pokazala za uspešno. V naravi predvidoma lahko najdemo bakteriofage za vsako vrsto 
bakterij. Zaradi svoje specifičnosti do gostitelja lahko bakteriofagi ciljano uničijo tudi 
le določen sev bakterij. Da bi izboljšali učinkovitost zdravljenja z bakteriofagi, za 
namen terapije pripravimo bakteriofagni koktejl, ki vsebuje več različnih virusov, 
lahko pa določene bakteriofage tudi modificiramo in s tem spremenimo spekter 
gostiteljev. To lahko dosežemo tako, da v genom bakteriofaga vnesemo določene gene 
z zapisom za proteine s katerimi bakteriofag lažje lizira celico ali pa poruši biofilm 
bakterij in tako v kombinaciji z antibiotiki učinkoviteje odstranimo patogena. Tretma 
kombinacije bakteriofagov in antibiotikov se je izkazal za učinkovitejšo kot 
samostojna terapija z omenjenima sredstvima. Na bakteriofag konjugirani antibiotiki 
so se izkazali za zelo uspešno obliko zdravljenja okužb, saj se tako na mestu okužbe 
zaradi specifičnosti bakteriofagov do gostitelja koncentracija antibiotikov poviša. Za 
uveljavitev terapije z bakteriofagi v medicinski stroki, je potrebno opraviti raziskave o 
varnosti in zgradbi bakteriofagnih koktejlov, prav tako pa je potrebno tudi urediti 
regulacijske zahteve na tem področju. 
 
 
 
Janežič T. Protibakterijska terapija z bakteriofagi. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
IV 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
ND Du1  
DC UDC 602.3:578.347:606:616-022(043.2) 
CX bacteriophage, phage, bacteria, antibacterial therapy 
AU JANEŽIČ, Tena  
AA BUTALA, Matej (supervisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study Programme in 
Biotechnology 
PY 2019  
TI ANTIBACTERIAL BACTERIOPHAGE THERAPY  
DT B. Sc. Thesis (Academic Study Programmes) 
NO VI, 20 p., 1 tab., 4 fig., 54 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB Bacteriophages are viruses which infect bacteria. Rise of antibiotic-resistant bacteria 
has caused an increase in research in the field of alternative therapies against 
pathogenic bacteria. Bacteriophage therapy has shown a great potential in treating 
infections. In the nature bacteriophage exist that can virtually infect every known 
bacterial species. Because of their specificity for a certain host, bacteriophages can 
infect and kill even only one strain of a bacterium. In order to improve efficacy of 
phage therapy, diverse phages can be mixed into cocktails containing three or more 
different phages. This prevents, that resistance development against one phage would 
decrease the efficiency of the phage therapy. Phages can also be modified, thus we can 
insert specific genes into their genomes, thus engineered phages can target selected 
bacterial strain or  easier lyse bacterial cell or disperse biofilms. Combining phage 
therapy and antibiotic therapy showed big improvements in the treatment of infections, 
exhibiting greater efficacy of the therapy than with bacteriophage or antibiotics alone. 
In addition, antibiotics that are conjugated to phages are succesfully dellivered to the 
site of infection because of bacteriophage specificity, providing higher local 
concentration of antibiotics at the site of infection. For the use of phage therapy in 
every day clinical practice safety, efficiacy and composition of phage cocktails must 
be precisely investigated, also regulations in the field of using bacteriophages as 
medicinal agents must be carefully examined and adjusted to enable the prudent use of 
such therapy in clinics. 
 
 
 
 
Janežič T. Protibakterijska terapija z bakteriofagi. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
V 
 
KAZALO VSEBINE 
Str. 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ........................................................... III 
KEY WORDS DOCUMENTATION ...................................................................................... IV 
KAZALO VSEBINE ................................................................................................................. V 
KAZALO SLIK ........................................................................................................................ VI 
KAZALO PREGLEDNIC........................................................................................................ VI 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI .................................................................................................... VI 
1 UVOD ................................................................................................................................... 1 
2 ODKRITJE BAKTERIOFAGOV ..................................................................................... 2 
3 BAKTERIOFAGI ................................................................................................................ 3 
3.1 MORFOLOGIJA ............................................................................................................ 3 
3.2 TAKSONOMSKO RAZVRŠČANJE BAKTERIOFAGOV .......................................... 3 
4 PROTIMIKROBNO DELOVANJE .................................................................................. 4 
4.1 POTEK OKUŽBE .......................................................................................................... 4 
4.2 VNOS BAKTERIOFAGNEGA GENOMA V GOSTITELJSKO CELICO .................. 4 
4.3 LITIČNI CIKEL ............................................................................................................. 4 
4.3.1 Liza gostiteljske celice ........................................................................................... 5 
4.4 LIZOGENI CIKEL ......................................................................................................... 5 
5 TERAPIJA Z BAKTERIOFAGI ....................................................................................... 6 
5.1 KONVENCIONALNA TERAPIJA Z BAKTERIOFAGI ............................................. 6 
5.2 KLINIČNA UPORABA ................................................................................................. 7 
6 INTERAKCIJE MED BAKTERIOFAGI IN IMUNSKIM SISTEMOM 
PREJEMNIKA TERAPIJE ............................................................................................... 8 
7 SINTETIČNI BAKTERIOFAGI ....................................................................................... 9 
8 KOMBINACIJA BATERIOFAGNE IN ANTIBIOTIČNE TERAPIJE ..................... 11 
9 PREDNOSTI IN SLABOSTI TERAPIJE Z BAKTERIOFAGI .................................. 12 
9.1 PREDNOSTI ................................................................................................................ 12 
9.2 SLABOSTI ................................................................................................................... 12 
10 IZZIVI TERAPIJE Z BAKTERIOFAGI ....................................................................... 13 
10.1 BAKTERIJSKA ODPORNOST PROTI BAKTERIOFAGOM ................................... 14 
10.1.1 Preprečevanje adsorbcije fagov na površino bakterij ..................................... 14 
10.1.2 Preprečevanje vnosa virusnega genoma v bakterijo ........................................ 14 
10.1.3 Mehanizmi za restrikcijo nelastnih nukleinskih kislin .................................... 14 
10.2 PROIZVODNJA BAKTERIOFAGOV ........................................................................ 14 
10.3 SISTEMSKI STRANSKI UČINKI UPORABE ........................................................... 15 
10.4 NAČIN VNOSA TERAPIJE Z BAKTERIOFAGI ...................................................... 15 
10.5 FARMAKODINAMIKA IN FARMAKOKINETIKA................................................. 15 
11 ZAKLJUČEK .................................................................................................................... 16 
12 VIRI .................................................................................................................................... 17 
Janežič T. Protibakterijska terapija z bakteriofagi. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
VI 
 
 KAZALO SLIK 
Str. 
Slika 1: Zgradba bakteriofaga T4 (cit. po Rossmann, 2013) ..................................................... 3 
Slika 2: Shematski prikaz litičnega in lizogenega cikla bakteriofagov (cit. po Salmond in 
Fineran, 2015). ........................................................................................................................... 6 
Slika 3: Shematski prikaz primerov protibakterijskega delovanja bakteriofagov na patogene 
bakterije (cit. po Salmond in Fineran, 2015). ........................................................................... 11 
Slika 4: Shematski prikaz števila bakteriofagov in bakterij v odvisnosti od časa infekcije (PFU 
– število plakov (ang. plaque-forming units), CFU – kolonijska enota (ang. colony-forming 
units)) (cit. po Moelling in sod., 2018). ................................................................................... 16 
 
KAZALO PREGLEDNIC 
Str. 
Preglednica 1: Primerjava terapije z antibiotiki ali litičnimi bakteriofagi (Kortright in sod., 
2019). ........................................................................................................................................ 10 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
RNA Ribonukleinska kislina 
mRNA Informacijska ribonukleinska kislina 
LPS Lipopolisaharid 
BRED  Usmerjena mutageneza elektroporirane DNA bakteriofagov z rekombinacijo (ang., 
bacteriophage recombineering of electroporated DNA) 
Sie Sistem preprečitve infekcije  s sekundarnim bakteriofagom zaradi primerne infekcije 
bakteriofaga (ang., Superinfection exclusion system) 
Abi Sistem ponesrečene infekcije (ang., Abortive infection system) 
mPEG  Monometoksi polietilen glikol 
Janežič T. Protibakterijska terapija z bakteriofagi. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
1 
1 UVOD  
Bakteriofagi (krajše fagi) so virusi, znotrajcelični paraziti bakterij, ki so kjub njihovi 
majhnosti eni izmed najpomembnejših entitet na Zemlji. So najštevilčnejše entitete tega 
planeta, a jih po biološki klasifikaciji ne uvrščamo med živa bitja tudi zato, ker za svoje 
razmonoževanje potrebujejo gostitelja. Imajo eno ključnih vlog v dinamiki različnih 
ekosistemov, prav tako pa vplivajo na virulenco in evolucijo bakterij.  
Bakteriofage so prvič opisali pred malo več kot 100 leti, v tem času pa so raziskovalci s 
prepoznavo mehanizmov bakteriofagov razkrili nekatere osnovne koncepte molekulske 
biologije, npr. kako se prenašajo informacije z DNA preko RNA do proteinov. Na podlagi 
bakteriofagov so se razvile mnoge laboratorijske tehnike. Raziskave na področju 
bakteriofagov so s tem pripomogle k razvoju bioznanosti (Salmond in Fineran, 2015). 
Bakteriofagi specifično prepoznajo receptorje na celični steni bakterijskih celic določene vrste 
ali seva in jih okužijo. Vanje vnesejo bakteriofagno DNA ali RNA molekulo, ki se v 
lizogenem ciklu v bakteriji obdrži v obliki profaga, lahko pa s sproženjem prepisa genov za 
fagne sestavne dele v litični fazi celico lizirajo, s čimer se novi virusi sprostijo v okolje 
(Madigan in sod., 2006). 
Zaradi specifičnosti bakteriofagov lahko le-ti z veliko natančnostjo povzročijo smrt patogenih 
bakterij. Največja prednost uporabe bakteriofagov v terapevtske namene je njihova 
specifičnost do gostitelja, učinkovitost in podvojevanje ob prisotnosti gostitelja na mestu 
okužbe. V terapiji bakteriofage uporabljajo v obliki fagnih koktejlov, to so mešanice večih 
različnih bakteriofagov. Lahko se jih administrira preko kože za zdravljenje kožnih okužb in 
opeklin. Z njimi so uspešno ozdravili paciente s kroničnim vnetjem ušesa (Wright in sod., 
2009). Intravenski vnos bakteriofagov je eden izmed zahtevnejših načinov zdravljenja z 
bakteriofagi, pri katerem se lahko aktivira sistemski imunski odziv proti koponentam 
bakteriofagov, vendar se je v dosti primerih izkazal za izjemno uspešnega (Cisek in sod., 
2017; Dedrick in sod., 2019). 
V preteklosti so opravili mnogo raziskav na področju terapije z fagi, a se, zaradi močnega 
porasta uporabe antibiotikov že od njihovega odkritja ter pomanjkanja znanja o bakteriofagih 
v in vivo okoljih in neustreznih postopkov regulacije, terapija še ni močno uveljavila v 
zdravstvu. Trenutno potekajo številne raziskave, katerih rezultati kažejo na velik potencial 
bakteriofagne terapije (Lemire in sod., 2018). 
Cilj diplomske naloge je, predstaviti bakteriofagno terapijo kot eno izmed možnih oblik 
zdravljenja okužb z na antibiotike odporne bakterije, za katere nam zmanjkuje uspešnih 
terapevtskih sredstev. Delo se osredotoča na klinično uporabo bakteriofagne terapije, njene 
prednosti in slabosti ter na kombinacijo uporabe bakteriofagov skupaj z antibiotiki. 
Kombinacija obeh terapij se je namreč izkazala za zelo uspešen način zdravljenja okužb 
patogenov.  
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2 ODKRITJE BAKTERIOFAGOV 
Za odkritje bakteriofagov sta zaslužna Federick Twort in Félix d’Hérelle, ki sta leta 1915 in 
1917 neodvisno opisala svoja odkritja. Vendar pa obstajajo zgodnejši podatki o obstoju 
bakteriofagov iz leta 1896. Takrat je britanski bakteriolog Ernest Hanbury Hankin v svojem 
delu opisal, da je voda indijskih rek Gange in Yamune vsebovala nevidno snov, ki je uničila 
bakterije, ki povzročajo kolero. Snov je lahko prehaja preko filtrov, ki so sicer zadržali 
mikroorganizme (Wittebole in sod., 2014). Leta 1915 je med raziskovanjem rasti virusa 
vaccinia britanski mikrobiolog Federick Twort opazil interakcijo med čistimi kulturami 
bakterij stafilokokov in brezbarvno snovjo, ki prehaja filtre, slednja je imela namreč zmožnost 
popolnega uničenja bakterijskih kultur, in to ponovljivo. Twort je sklepal, da je bila prozorna 
snov, ki ne more rasti v odsotnosti bakterij, produkt bakterij samih (Summers, 2012). Dve leti 
za tem je d'Hérelle odkril bakteriofage neodvisno od Tworta, medtem ko je raziskoval blato 
pacientov s šigelozo (črevesna nalezljiva bolezen), filtrat blata je bil zmožen uničiti 
bakterijske kulture rodu Shigella. d'Hérelle je odkritje opisal kot mikroorganizem imunosti in 
obligatni bakteriofag, od tod izvira tudi današnje poimenovanje, pomeni pa “tisti, ki jé 
bakterije”. V kliniko je vpeljal uporabo bakteriofagov za zdravljenje bakterijskih okužb. Prvi 
znanstveni članek o klinični uporabi bakteriofagov sta napisala Bruynoghe in Maisin, ki sta z 
njihovo pomočjo uspešno zdravila kožne izpuščaje in abcese (Wittebole in sod. 2014). 
Do konca prve polovice 20. stoletja so imeli znanstveniki že več znanja o bakteriofagih, 
sklepali so, da za razmnoževanje potrebujejo živo gostiteljsko celico, opisali principe 
lizogenije in interakcijo z gostiteljem. Po izumu elektronskega mikroskopa je bila znana tudi 
zgradba bakteriofagnih virusov, ki so jih prvič vizualizirali leta 1940 (Wittebole in sod., 
2014). 
Leta 1933 je bil v Gruziji ustanovljen G. Eliava inštitut za bakteriofage, v tistem času je bila 
za zdravljenje bakterijskih okužb razširjena terapija z bakteriofagi, vendar pa je po koncu 
druge svetovne vojne zaradi odkritja in množične uporabe antibiotikov ta močno upadla. 
Ohranila se je le v državah vzhodne Evrope (Gruzija, Poljska, Rusija) (Kutateladze in sod., 
2010). Čeprav zahodni svet ni uporabljal bakteriofagov kot terapevtskega sredstva, so jih 
vseeno uporabljali za raziskovanje principov molekularne biologije. Mnoge biotehnološke 
metode in pristopi, kot naprimer bakteriofagno prikazovanje (ang. phage display), 
proizvodnja rekombinantnih protiteles, genska terapija, so prav tako rezultati uporabe fagov, 
katerih rezultati so bili nagrajeni z več Nobelovimi nagradami (Domingo-Calap in sod., 2016; 
Barderas in Benito-Peña, 2019). 
Množična in dolgotrajna uporaba antibiotikov širokega spektra je vodila v porast bakterij 
odpornih proti številnim antibiotikom. Odpornost proti antibiotikom med patogenimi 
bakterijami je postala resna grožnja za človeštvo, predvideva se, da bo do leta 2050 kar 10 
milijonov ljudi letno umrlo zaradi okužbe z bakterijami odpornimi proti antibiotikom. Rešitev 
predstavljajo nove alternativne oblike zdravljenja okužb, obetavna pa je terapija z bakteriofagi 
(Wittebole in sod., 2014; O'Neill, 2014). 
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3 BAKTERIOFAGI 
Bakteriofagi so najštevilčnejše entitete na Zemlji, v enem mililitru morske vode najdemo 107, 
v enem gramu prsti pa kar 109 fagov (Weinbauer, 2004).  Prebivajo v vseh ekosistemih in tudi 
v ekstremnih okoljih.  Znano je, da v človeških prebavilih biva 1015 fagov od tega več kot 
1000 različnih vrst fagov (Dalmasso in sod., 2014). Specifičnost bakteriofagov, oziroma 
zmožnost inficiranja le določenega ozkega spektra bakterij, včasih le ene vrste ali seva, 
predstavlja veliko prednost v primerjavi z antibiotiki, ki uničijo širok spekter bakterij, tudi 
koristnih. Potencialni problem pri uporabi fagne terapije pa je identifikacija specifičnih sevov 
patogenov, ki jih želimo inficirati, zato je potrebno pred zdravljenjem izvajati diagnostiko in 
identifikacijo sevov. Ko se patogen s pomočjo fagov v organizmu uniči, pa se število 
bakteriofagov posledično zmanjša, saj ni več njihovih gostiteljev – patogenov (Domingo-
Calap in sod., 2016).   
3.1 MORFOLOGIJA 
Bakteriofagi merijo od 24 do 400 nm in so zgrajeni iz kapside in repa. Kapsida je proteinska 
glava, znotraj katere se nahaja genski material in sicer enoverižna ali dvoverižna DNA ali 
RNA. Kapside so geometrijskih oblik, najpogostejše so ikozaedrične oblike iz 20 enakih 
ploskev iz proteinskih podenot – 
protomerov. Pri nekaterih fagih kapsida 
lahko obdaja membrano gostiteljske 
bakterije, npr. fag PRD1. Znotraj kapside je 
nukleinska kislina zaščitena pred razgradnjo 
z encimi. Nekateri fagi imajo rep, npr. fag 
T4 (Slika 1). Rep je votla struktura, preko 
katere, ob pričvrstitvi faga na bakterijo, 
genski material preide v gostiteljsko celico. 
Povezan je z glavo preko konektorja, to je 
heksagonalni hetero-oligomer sestavljen iz 
raznih proteinov, ki lizirajo bakterijsko 
celično steno in omogočijo pot za prenos 
DNA ali RNA iz kapside v gostiteljsko 
bakterijsko celico. Nekatere vrste 
bakteriofagov imajo še dodatne strukture 
(bazalno ploščo in repne fibrile), ki jim 
pomagajo pri pripenjanju na celično steno 
bakterij (Leiman in sod., 2003). 
3.2 TAKSONOMSKO 
RAZVRŠČANJE BAKTERIOFAGOV 
Fage razvrščamo v kategorije glede na njihove gostitelje in strukturne karakteristike, kot so 
oblika in velikost, tip genetskega materiala, velikost genoma in odpornost na organska topila. 
Več kot 96% jih ima rep in dvoverižno DNA, oblika pa variira (kubični, filamentozni, 
pleiomorfni). Večina poznanih fagov spada v družine Myoviridae, Siphoviridae in 
Podoviridae (Ackermann, 2003). 
Slika 1: Zgradba bakteriofaga T4 (cit. po 
Rossmann, 2013) 
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4 PROTIMIKROBNO DELOVANJE 
4.1 POTEK OKUŽBE 
Specifični receptorji na površini gostiteljske celice, lipopolisaharidi, teihoične kisline, 
membranski proteini in bički, omogočajo virusu, da se pričvrsti na bakterijo. Glede na vrsto 
receptorjev na bakterijski celici lahko fagi okužijo le specifične celice. Na zmožnost okužbe 
vpliva tudi to ali je celica po Gramu pozitivna ali negativna, pogoji rasti in virulenca 
(Rakhuba in sod., 2010). 
Zunanja membrana po Gramu negativnih bakterij ima zunanji lipopolisaharidni (LPS) sloj in 
beljakovine ki služijo za transport in prenos hranil. LPS in beljakovine delujejo kot receptorji 
za bakteriofage in so pri določenih načinih okužbe ključni za adsorbcijo fagov. Teihoična 
kislina na celični steni po Gramu pozitivnih bakterij prav tako predstavlja receptor za viruse 
(Rakhuba in sod., 2010).  
Ko virus iz družine Myoviridae zazna specifične motive na celični steni gostiteljske celice se 
pripne z bazalno ploščo s premikanjem repnih fibril. Vezava postane ireverzibilna. Svoj rep 
skrči s porabo ATP, hkrati vbrizga v gostitelja genski material. Fag iz družine Podoviridae, ki 
nima repa, pa encimatsko razgradi del bakterijske membrane z repnimi fibrilami in nato vnese 
svoj genom v celico (Rakhuba in sod., 2010).  
4.2 VNOS BAKTERIOFAGNEGA GENOMA V GOSTITELJSKO CELICO 
Za preboj celične stene bakterij bakteriofagi najpogosteje nosijo zapis za encime, ki 
omogočijo preboj bakterijske celične stene med okužbo. Ko se tak fag pripne na celično steno 
specifične bakterije, za injekcijo genoma v celico potrebuje dve vrsti proteinov, peptidoglikan 
hidrolaze in polisaharid depolimeraze. Peptidoglikan hidrolaze so strukturne komponente 
virusa in se nahajajo na njihovi bazalni plošči, ki na mestu stika z bakterijo razgradijo 
peptidoglikanski sloj in s tem omogočijo fagu, da skozi rep vnese svoj genom v gostitelja. 
Druga skupina proteinov so polisahrid depolimeraze, ki tarčno razgradijo polisaharidne 
komponente bakterijske kapsule, lipopolisaharide gram negativnih bakterij ali pa 
ekstracelularni matriks bakterijskih biofilmov. S pomočjo depolimeraz lipopolisaharidov 
lahko fagi dostopajo do specifičnih receptorjev na bakterijski celični steni, prav tako pa z 
njimi učinkovito razgradijo biofilme (Maciejewska in sod., 2018). 
4.3 LITIČNI CIKEL 
Virusom, ki so v fazi litičnega cikla pravimo tudi virulentni. V litičnem ciklu gostiteljska 
celica lizira, ob tem pa se iz celice sprosti veliko število novo nastalih bakteriofagov (Slika 2). 
Fag v procesu okužbe bakterijske celice vbrizga svoj genetski material v celico, s tem se 
bakterijski metabolizem podredi potrebam virusa, tvori se mnogo kopij virusnih delcev in 
nukleinskih kislin. V primeru DNA virusa se DNA prepiše v mRNA molekule in s pomočjo 
bakterijskih ribosomov prevede v beljakovine. V primeru RNA virusov (retrovirusov) se z 
encimom reverzna transkriptaza RNA prepiše v DNA in nato sledi isti poti kot pri DNA 
virusih. Proti koncu translacije se novi proteini sestavijo v kapside in repe bakteriofagov, ki 
nato pretrgajo membrano in se sprostijo iz celice. Vsak na novo nastali virus pa lahko okuži 
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sosednje celice z ustreznim receptorjem in se razmnožuje. V nekaterih primerih se namesto 
genoma bakteriofaga v kapsido zapakira del bakterijskega kromosoma, temu pravimo 
horizontalni prenos genov znotraj populacije bakterij s procesom transdukcije, kjer je virus 
vektor. Bakteriofagi, ki se razmnožujejo samo z litičnim ciklom so primerni za zdravljenje 
bakterijskih okužb (Madigan in sod., 2006). 
4.3.1 Liza gostiteljske celice  
Nekateri litični bakteriofagi za prekinitev sinteze peptidoglikana uporabljajo le en protein 
imenovan amurin, večina pa uporablja dva različna proteina za uničenje bakterijske celice. 
Holini delujejo v kombinaciji z endolizini in skupaj uspešno lizirajo celice. Endolizini imajo 
endopeptidazno, amidazno, glikozidazno ali litično transglikozilazno aktivnost. Holini 
perforirajo celično membrano in tako endolizinom omogočijo dostop do peptidoglikana, ki je 
del bakterijske celične stene. Tako holini določajo čas lize, saj je endolizinom pred perforacijo 
membrane celična stena nedostopna, tako pa se ob ustreznem časovnem okviru s končnimi 
dogodki v procesu litičnega cikla sinhronizira tudi liza celice (Cisek in sod., 2017). 
Koncentracija holinov in njihovih antagonistov, antiholinov določa točen čas lize bakterijske 
celice. Oba sta kodirana z odprtim bralnim okvirjem, njuna koncentracija pa je natančno 
regulirana z nadzorovanjem ekspresije na nivoju translacije. Ko se količina holina v 
primerjavi z antiholinom poveča, se poruši integriteta celične membrane in tako endolizini 
vstopijo v periplazemski prostor in začnejo z razgradnjo peptidoglikana (Cisek in sod., 2017). 
4.4 LIZOGENI CIKEL 
Lizogeni cikel uporabljajo temperatni bakteriofagi. V lizogenem ciklu se virusni genetski 
material integrira v bakterijski genom. Integriranemu virusnemu genomu tedaj pravimo 
profag. To ne prinaša drastičnih posledic gostiteljski celici, vendar je zaradi naključne 
vključitve virusnega genoma možna sprememba fenotipa gostitelja. Sprememba fenotipa pa 
lahko vodi v patogenost bakterije (Madigan in sod., 2006; Brussow in sod., 2004). Opisani so 
tudi primeri bakteriofagov, ki vbrizgajo virusni genom v bakterijo, a se genom ne integrira v 
genom bakterije temveč se samostojno replicira, ponavadi kot dvoverižna DNA v citoplazmi 
gostitelja (npr. virusi iz družine Tectiviridae) (Gaidelyte in sod., 2005). 
Janežič T. Protibakterijska terapija z bakteriofagi. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
6 
 
Slika 2: Shematski prikaz litičnega in lizogenega cikla bakteriofagov (cit. po Salmond in Fineran, 2015). 
5 TERAPIJA Z BAKTERIOFAGI 
5.1 KONVENCIONALNA TERAPIJA Z BAKTERIOFAGI 
Konvencionalna terapija z bakteriofagi je terapija, pri kateri zdravimo okužbo izključno z 
izbranimi bakteriofagi. Ko pri zdravljenju uporabimo mešanico večih različnih bakteriofagov, 
pravimo terapiji polifagna, če v terapiji uporabimo samo eno vrsto, pa je to monofagna 
terapija (Gordillo Altamirano in Barr, 2019).  
Monofagna terapija se je večinoma uporabljala v laboratorijskih eksperimentih na živalskih 
modelih z namenom testiranja posameznih vrst fagov, ki so jih uporabili v mešanici za 
zdravljenje infekcij z bakterijami odpornmi proti več antibiotikom. Pri monoterapiji se lahko 
odpornost bakterij proti bakteriofagom pojavi relativno hitro tudi v manjših populacijah 
bakterij. Razvoj odpornosti je običajni pojav tudi v naravi, saj bakteriofagi in bakterije bivajo 
v istih okoljih, vsak izmed njih pa želi ali povečati prednost pri okužbi, ali pa se le-tej 
izogniti. Bakteriofag prepozna le točno določeno celico in jo okuži, kar pa je v in vitro 
študijah lažje dosegljivo kot v in vivo modelih (Gordillo Altamirano in Barr, 2019). 
V izogib pomanjkljivosti monofagne terapije se uporablja fagne koktejle oz. polifagno 
terapijo.  Fagni koktejl lahko deluje proti določenemu sevu bakterij, proti več sevom hkrati ali 
proti celotni bakterijski vrsti. Oblikovanje mešanice bakteriofagov, v primerjavi z monofagno 
terapijo, traja dlje časa, saj je proces priprave, čiščenja in izolacije fagov težaven. Po polifagni 
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terapiji je večja verjetnost za pojav imunskega odziva. Farmakokinetika in farmakodinamika 
sta manj predvidljivi (Chan in sod., 2013). V izogib komplikacijam, se pred uporabo 
mešanice fagov ovrednoti varnost in učinkovitost posameznih vrst bakteriofagov. Da bakterije 
ne razvijejo rezistence na bakteriofage, se pacientom zaporedoma aplicirajo različni fagni 
koktejli. Tako se ob administraciji novih fagov, tudi ob pojavu rezistence na določen 
predhodni fag, bakterija ne more prilagoditi in tako hitro razviti rezistence. V takem primeru 
se lahko koncentracija bakterij, ki povzročajo okužbo ustrezno zmanjša in se s pomočjo 
imunskega odziva patogen še učinkoviteje odstrani iz telesa. To so dokazali Hall in sodelavci 
(2012) z in vivo študijo z ličinkami voščenih vešč, ki so bile okužene s Pseudomonas 
aeruginosa. Ob zaporednih terapijah s fagnim koktejlom se je, v primerjavi z monofagno 
terapijo, preživelost ličink močno povečala.  
 
5.2 KLINIČNA UPORABA  
V komercialnem pariškem laboratoriju d’Herella je bila razvita prva terapija z bakteriofagi 
proti rezistentnim bakterijam rodu Salmonella, Clostridium difficile in Escherichia coli. 
Podjetje je proizvajalo pet različnih pripravkov iz bakteriofagov. Leta 1940 so v Eli Lilly and 
Company (ZDA) razvili sedem produktov na osnovi fagov za zdravljenje abcesov, vaginitisa, 
okuženih ran ter ušesnih in respiratornih okužb (Sulakvelidze in sod., 2001). 
Kljub zmanjšanem zanimanju zdravstva in farmacije za tovrstno terapijo, pa se je skozi čas 
pojavljalo vedno več vzpodbudnih rezultatov. Terapija odprtih ran in opeklin s fagnimi 
koktejli ki so vsebovali 82 različnih fagov proti Pseudomonas aeruginosa in 8 fagov proti 
Staphylococcus aureus se je izkazala za uspešno za 8 pacientov (Merabishvili in sod., 2009).  
Pherecydes Pharma, francosko biotehnološko podjetje, je dokončalo klinično študijo za 
produkt “Phagoburn” za zdravljenje težjih opeklin kože, okuženih z bakterijama Escherichia 
coli in Pseudomonas aeruginosa. Sangster in sod. (2014) so z bakteriofagi zdravili okužbe s 
Clostridium difficile, ki povzroča disbiozo (diareja, vnetje črevesja). Pogosto se pojavi po 
jemanju antibiotikov, saj se poruši naravna črevesna flora. Velikokrat je antibiotično 
zdravljenje neučinkovito in okužba se ponavlja. Možnosti zdravljenja disbioze z bakteriofagi 
so predstavljene v omenjenem delu.  
Bolnišnične okužbe, ki jih povzroča Pseudomonas aerguinosa predstavljajo velik problem, 
saj je smrtnost pacientov visoka, pogosto pa je prisotna tudi odpornost na antibiotike in s tem 
povezano neuspešno zdravljenje. Chatterjee in sod. (2015) so izpostavili terapijo z 
bakteriofagi kot eno izmed ugodnih rešitev. 
V Veliki Britaniji so z bakteriofagi uspešno zdravili kronična vnetja ušesa zaradi 
Pseudomonas aeruginosa, stanje se je izboljšalo že po eni dozi zdravljenja (Wright in sod., 
2009). V Gruziji so razvili “BioDerm”, to je terapevtski samorazgradljivi biopolimerni 
kompleks z dodanimi bakteriofagi, ki pomaga pri zdravljenju ran, opeklin in osteomielitisa. 
Vendar pa so ugotovili, da se lahko uspešnost zdravljenja s fagno terapijo zmanjša, saj se 
razvijejo protielesa proti fagom, inducira se prepis genov za toksine. Zaznali so porast 
bakterijskih endotoksinov na mestu okužbe zaradi litične aktivnosti virusov (Sharma in sod., 
2017). 
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6 INTERAKCIJE MED BAKTERIOFAGI IN IMUNSKIM SISTEMOM 
PREJEMNIKA TERAPIJE 
Terapija z bakteriofagi prinaša tveganje za neželene imunske odzive gostitelja. Zato so 
študije, ki proučujejo interakcije med fagi in imunskim sistemom izrednega pomena, saj 
morajo biti terapije varne. Imunski odziv na bakteriofage je odvisen od lokacije bakterijske 
infekcije in mesta vnosa terapevtskih virusov.  
V običajnih fizioloških pogojih so v telesu že naravno prisotni bakteriofagi, ki so del 
črevesnega mikrobioma (Reyes in sod., 2012). Ugotovili so, da je oralni vnos bakteriofagov 
pri terapiji proti bakterijam rodu Staphylococcus, Klebsiella, Escherichia, Proteus in 
Pseudomonas povzročil produkcijo protiteles proti bakteriofagom (Dabrowska in sod., 2005). 
Kljub temu pa ni podatkov o zapletih z imunskim odzivom tudi po peroralnem vnosu velikega 
števila fagov (Sarker in sod., 2012). Ni dokazanih stranskih učinkov pri topikalni aplikaciji 
bakteriofagov, čeprav so dokazali, da lahko ne glede na način aplikacije, vstopajo v kri 
(Wright in sod., 2009). 
Drugače kažejo poročila o intravenskem vnosu fagov, ki pa neizogibno sprožijo imunski 
odziv, če se vnesejo v kri, saj to ni okolje kjer so fagi navadno prisotni. Če za določene 
bakteriofage v telesu ni ustreznega gostitelja – bakterije, pa se hitro odstranijo iz krvi in 
notranjih organov s pomočjo fagocitnih celic (Merril in sod., 2006).   
Intravenski vnos močno aktivira naravni in pridobljeni imunski odziv. Celice 
retikuloendotelialnega sistema so fagocitne celice (makrofagi in monociti), ki se nahajajo v 
jetrih in vranici, kjer internalizirajo fage ter jih odstranijo. Jetrni makrofagi (Kupfferjeve 
celice) lahko fagocitirajo bakteriofage štirikrat hitreje kot makrofagi v vranici, kar nakazuje 
na to, da bakteriofagi v vranici stimulirajo limfocite za proizvajanje protiteles. Naravni 
imunski odziv, ki je prvi v obrambi proti tujkom se večinoma izkaže za učinkovitega pri 
eliminaciji bakteriofagov še pred aktivacijo pridobljenega imunskega odziva (Cisek in sod., 
2017). Študije so pokazale, da se je pacientom, ki so prejeli fagno terapijo, znižalo število 
zrelih nevtrofilcev in povišalo število nevtrofilnih prekurzorjev v periferni krvi. Rezultati 
študije nakazujejo, da bakteriofagna terapija še dodatno aktivira naravni imunski odziv, ki 
nato deluje tudi proti bakterijski infekciji (Dabrowska in sod., 2005). 
Med terapijo lahko gostitelj sproži sintezo specifičnih protiteles proti bakteriofagom, ki 
zmanjšajo sposobnost lize gostiteljskih celic. To so nevtralizirajoča protitelesa, ki se vežejo na 
epitope virusa, ki so ključni za inficiranje bakterij. Koncentracija nevtralizirajočih protiteles je 
odvisna od načina administracije terapije in protokola doziranja. Topikalna in oralna 
administracija povzročita le majhen porast protiteles za razliko od intravenske.  Študije so 
pokazale, da so protitelesa proti bakteriofagom glavni faktor, za slabšo učinkovitost terapije. 
Vendar sklepajo, da sinteza nevtralizirajočih protiteles ne predstavlja ovir za učinkovitost 
terapije, saj učinkovanje bakteriofagov in liza bakterijskih celic potekata hitreje kot 
proizvodnja protiteles proti njim. V primeru, da so nevtralizirajoča protitelesa še prisotna v 
času ponovne terapije z istimi bakteriofagi, pa bi to lahko vplivalo na uspešnost zdravljenja. V 
izogib temu, se lahko poviša koncentracijo fagov v obstoječi terapiji, ali se uporabi mešanico 
fagov, ki se razlikuje od tiste, ki je bila uporabljena prvič (Sulakvelidze in sod., 2001). 
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7 SINTETIČNI BAKTERIOFAGI  
Pomembna latnost bakteriofagov je, da večina od njih lahko poruši bakterijski biofilm. Zaradi 
debele plasti ekstracelularnega matriksa, ki ga proizvajajo bakterije za tvorbo biofilma, je v 
primeru zdravljenja z antibiotiki dostop do celic otežen. May in sod. (2011) so ugotovili, da 
nitasti fagi uspešno zmanjšajo tvorbo biofilmov, ampak niso sposobni učinkovito razgraditi že 
zrelega, povsem strukturiranega biofilma. Lu in Collins (2009) sta pokazala, da se lahko z 
inženiringom fagov omogočijo, da fagi sintetizirajo encime za razgradnjo biofilmov in te 
encime izpostavijo na svoji površini. Spremenjen bakteriofag T7, ki prekomerno izraža gen za 
disperzin B, je bil tako 100-krat bolj učinkovit pri razbitju biofilma kot običajni T7 fag.  
Bakterijske celice lahko vstopijo v dormantno fazo nizke metabolne aktivnosti in postanejo 
tolerantne na antibiotike (perzisterske celice) saj antibiotiki delujejo le na metabolno aktivne 
bakterije. Te celice torej nimajo zapisov za determinantne odpornosti proti antibiotikom. 
Takšne celice lahko po končanem antibiotičnem zdravljenju povzročijo ponovno okužbo, saj 
preidejo iz dormantnega stanja. Če perzisterske celice v času dormance okužimo z litičnimi 
bakteriofagi, jih ob prekinitvi dormance fagi lizirajo (Pearl in sod., 2008). Naravni nitasti fagi 
lahko inhibirajo konjugacijo med bakterijami, kar pomeni, da preprečijo horizontalni prenos 
genov med bakterijami in s tem tudi prenos genov za odpornost proti antibiotikom (Lin in 
sod., 2011).   
Bakteriofage lahko spremenimo tako, da povečamo njihovo učinkovitost ob hkratni terapiji z 
antibiotiki. Lu in Collins (2009) sta lizogene fage spremenila tako, da prekomerno 
sintetizirajo izbrane proteine, kar izboljša učinkovitost antibiotikov pri občutljivih in celo pri 
bakterijah, ki so odporne proti antibiotiku. Za te izbrane proteine so identificirali, da 
sodelujejo pri poti, po kateri bakteriocidni antibiotiki povzročijo celično smrt. Kombinacija 
modificiranih bakteriofagov in bakteriocidnih antibiotikov (kinoloni, beta-laktami in 
aminoglikozidi) se je izkazala za izredno učinkovito. V primerjavi z izključno antibiotičnim 
zdravljenjem okužbe z na večino antibiotikov odporno bakterijo E. coli, je kombinacija 
terapije z modificiranimi bakteriofagi za 80% izboljšala preživelost miši, običajna 
antibiotična terapija pa le za 20% (Preglednica 1). Z identifikacijo protimikrobnih tarč in 
modifikacijo bakteriofagov lahko načrtno izboljšamo učinkovitost terapije.  
Inženiring bakteriofagov poteka na več načinov. Ena izmed tehnik rekombinantnih 
bakteriofagov je BRED (ang. Bacteriophage recombineering of electroporated DNA), ki jo 
uporabljamo za konstruiranje mutiranih mikobakterijskih bakteriofagov. Z tehniko BRED 
vstavimo fagno DNA v bakterijsko celico, kjer sočasno poteče homologna rekombinacija z 
genomom bakterije (Lu in Koeris, 2011). 
Bakteriofagom lahko s sodobnimi tehnikami spremenimo specifičnost do bakterijskih celic, 
lahko jim povečamo ali zmanjšamo število gostiteljev, ki jih inficirajo. Ob infekciji 
bakteriofag prepozna receptorje na bakterijski celici, ki so lahko proteini, ali organeli, kot so 
bički ali pili. Fagni receptorji so variabilni, tako večina fagov prepozna le nekaj sevov 
patogena. Specifičnost bakteriofagov pripomore k natančnem zaznavanju patogena in zato 
koristni mikroorganizmi ostanejo nepoškodovani. Koktejli z večimi različnimi bakteriofagi 
lahko uspešno ozdravijo okužbo, zaradi konstantnega razvoja patogenih bakterij med 
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infekcijo pa je potrebno te koktejle nadgrajevati in spreminjati, za kar je potrebna ustrezna 
regulativa (Lemire in sod., 2018). 
Preglednica 1: Primerjava terapije z antibiotiki ali litičnimi bakteriofagi (Kortright in sod., 2019). 
 
ANTIBIOTIKI LITIČNI BAKTERIOFAGI 
Mehanizem delovanja 
Bakteriostatično ali baktericidno Baktericidno 
Ponavadi zaustavijo en bakterijski proces Zaustavijo veliko ali vse bakterijske procese 
Delujejo na širok spekter bakterij Visoko specifični za bakterijsko vrsto ali sev 
Prizadenejo mikrobiom Delujejo samo na tarčne bakterije 
Niso dovolj učinkoviti proti biofilmom Možno uničenje biofilma 
Klinična uporaba 
Identifikacija patogena ni vedno potrebna Test za bakterijo ki povzroča okužbo 
Kratek čas med diagnozo in zdravljenjem Daljši čas med diagnozo in zdravljenjem 
Potrebno večkratno doziranje za vzdrževanje 
inhibitornih koncentracij 
Samopodvojevanje ob prisotnosti tarčnih bakterij 
Potencial za imunski odziv Potencial za imunski odziv 
Široko uporabljeni za zdravljenje infekcij Uporabljajo se le za specifične terapije, redko 
Difuzija preko membran omogoča zdravljenje okužb 
z znotrajceličnimi bakterijami 
Glede na današnje znanje, večina fagov ne vstopa v 
evkariontske celice, ne morejo odstraniti 
znotrajceličnih patogenov 
Odkritje in proizvodnja 
Počasen proces za odkritje novega antibiotika Hiter proces odkritja 
Metode v proizvodnji so ustaljene in zagotavljajo 
varnost produkta 
Natančen proces izolacije z odstranitvijo 
bakterijskih antigenov 
Regulacija ustrezno urejena Potrebna ureditev posebne regulacije za proizvodnjo 
Razvoj odpornosti 
Neizbežna 
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8 KOMBINACIJA BATERIOFAGNE IN ANTIBIOTIČNE TERAPIJE 
Ko izvajamo terapijo z bakteriofagi v kombinaciji z antibiotiki, lahko medsebojno delujeta 
aditivno, sinergistično ali antagonistično, glede na to ali je skupni učinek enak, večji ali 
manjši od seštevka posameznih ločenih terapij. Opisanih je mnogo primerov pozitivnih 
interakcij med antibiotiki in litičnimi fagi ob tretiranju patogenih bakterij in vivo in in vitro 
(Crain in sod., 2008). 
Bakteriofagi lahko izboljšajo učinkovitost antibiotikov. Antibiotiki, ki so konjugirani na fage  
tako z njihovo pomočjo prispejo do tarčne gostiteljske celice, s čimer se poveča lokalna 
koncentracija zdravila. Odpornost proti antibiotikom se lahko prepreči, če v celice s fagi v 
bakterije vstavimo alele mutiranih genov, ki nosijo zapis za občutljivost proti antibiotikom 
(gena rpsL, gyrA). Bakterijske celice lahko reprogramiramo z vstavitvijo regulatornih genov, 
nekateri izmed njih so; vstavljanje genov ki inhibirajo stresni odziv (lexA), izboljšajo privzem 
zdravil (ompF) ali pa zavirajo sintezo biofilma (csrA) v sevih E. coli. Tako bakteriofagi 
nudijo mnogo različnih pristopov s katerimi lahko obvladujemo bakterijske okužbe (Salmond 
in Fineran, 2015).  
 
Slika 3: Shematski prikaz primerov protibakterijskega delovanja bakteriofagov na patogene bakterije 
(cit. po Salmond in Fineran, 2015). 
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9 PREDNOSTI IN SLABOSTI TERAPIJE Z BAKTERIOFAGI  
9.1 PREDNOSTI  
Največja prednost uporabe bakteriofagov pri zdravljenju okužb je njihova specifičnost do 
gostitelja, za razliko od antibiotikov, ki imajo ponavadi mnogo širši spekter delovanja, zato so 
stranski učinki (disbioza, sekundarne infekcije) pogosti. Ker so bakteriofagi virusi, ki okužijo 
samo bakterijske celice, niso toksični za ljudi. Fage najdemo povsod v naravi, njihova 
izolacija in selekcija novih vrst je zato hitra in enostavna, za razvoj novih anibiotikov pa je 
potrebnih veliko let in finančnih sredstev. Razvojna faza terapije z bakteriofagi, v primerjavi z 
razvojem antibiotika, je manj finančno potratna (Golkar in sod., 2014). Prav tako zaradi 
naraščajočega števila na antibiotike odpornih bakterij potrebujemo nove načine zdravljenja 
okužb, bakterijske celice počasneje razvijajo odpornost proti bakteriofagom, in četudi jo 
razvijejo, so v naravi drugi fagi, ki imajo za tarčo isto bakterijo. Prav tako so virusi zmožni 
pogostega mutiranja in tako koevolvirajo s svojimi gostitelji ter tako poskušajo preprečiti 
pojav odpornosti pri bakterijah. 
Antibiotiki niso vedno učinkoviti, saj se lahko presnovijo in izločijo iz telesa še preden 
pridejo do mesta okužbe. Fagi pa se ob sistemskem vnosu (npr. preko krvi) razširijo po 
celotnem telesu, in se pomnožujejo samo na mestu okužbe, saj za to potrebujejo ustrezno 
gostiteljsko celico. Ko pridejo na mesto okužbe, zaradi njihove eksponentne rasti ni potrebno 
dodajanje v velikih količinah na kratek čas, kot bi bilo potrebno pri antibiotični terapiji.  
Zaradi svoje velikosti lahko prehajajo tudi krvno-možgansko bariero. Nekateri bakteriofagi so 
zmožni razgraditi biofilme, s tem povečajo dostopnost in hitrejšo odstranitev bakterij 
(Wittebole in sod., 2014; Sulakvelidze in sod., 2001).  
9.2 SLABOSTI  
Kljub očitnim prednostim uporabe bakteriofagov za protibakterijsko terapijo pa obstajajo tudi 
zadržki. Eden izmed glavnih razlogov, da terapija še ni običajna praksa v kliniki, je 
pomanjkanje ustreznih kliničnih raziskav. Ni ustaljenih protokolov za način administracije, 
doziranja, pogostosti in trajanja zdravljenja. Znanje o obnašanju fagov v in vivo okolju je 
omejeno. Imunski sistem prejemnika terapije že v začetku zdravljenja aktivno odstranjuje 
bakteriofage z endocitozo, kar pomeni, da se koncentracija fagov hitro zmanjša in posledično 
ni želenega učinka na patogena (Sulakvelidze in sod., 2001). Možen je pojav protiteles, ki 
nevtralizirajo bakteriofage in jim onemogočijo da uspešno inficira patogene bakterije. Pa 
vendar v teoriji sklepajo, da razvoj nevtralizirajočih protiteles naj ne bi močno vplival na 
uspešnost zdravljenja, saj adsorpcija virusov in liza gostiteljskih celic potekata hitreje kot 
proizvodnja protiteles.   
Stranski učinki na dolgi rok so neznani, saj ni zanesljivih študij, ki bi jih proučevale. Prav 
tako je potrebno zagotoviti ustrezno obstojnost mešanic in primerno kakovost terapije, za to 
pa manjkajo ustaljene smernice, na podlagi katerih bi uniformno izdelovali bakteriofagne 
koktejle.  
Specifičnost bakteriofagov do gostitelja poleg prednosti predstavlja tudi slabost, saj jih lahko 
ovira pri prepoznavanju in uničenju tarčnega patogena. Potrebno je omeniti, da bakteriofagi 
ne prepoznajo bakterij, ki so intracelularni patogeni, medtem ko jih antibiotiki lahko uničijo. 
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Identifikacija povzročitelja okužbe je časovno zamuden postopek, zato se lahko pacientovo 
stanje poslabša. Z uporabo fagnih koktejlov, ki vsebujejo mnogo različnih fagov, ki pokrivajo 
širok spekter potencialnih sevov pa lahko rešimo ta problem. Bakteriofagi, ki se uporabljajo 
za terapijo morajo biti litični, saj se v nasprotnem primeru lahko pojavlja horizontalni prenos 
genov patogenosti (El-Shibiny in El-Sahhar, 2017).  
Razumevanje natančnega učinkovanja različnih vrst bakteriofagov ni vedno enostavno, ne 
moremo predvideti kakšno bo njihovo obnašanje v in vivo pogojih. Sarker in sod. (2016) so v 
randomizirani študiji zdravljenja diareje pri otrocih ugotovili, da se oralno vnešeni 
bakteriofagi niso pomnoževali v črevesju in posledično niso izboljšali bolezenskega stanja. Za 
podrobno analizo delovanja bakteriofagov v telesu bo potrebno izvesti klinične in 
farmakokinetične študije. 
Veliki zadržki pri bakteriofagni terapiji izvirajo iz dejstva, da lahko fagi z horizontalnim 
prenosom genov prenesejo gene za odpornost proti antibiotikom iz na antibiotik odpornih 
bakterij na ostale. Metagenomske študije so pokazale da horizontalni prenos genov med 
populacijami bakterij v različnih okoljih poteka zelo pogosto, najverjetneje zaradi velikega 
števila bakteriofagov, ki so v stiku z bakterijskimi celicami (Kenzaka in sod., 2010). 
Bakteriofagi, ki so polivalentni, kar pomeni, da so specifični za več različnih gostiteljev, 
olajšajo genski prenos med bakterijami različnih taksonomskih skupin. Tako se poveča 
možnost horizontalnega prenosa genov patogenih bakterij v bakterije, ki so del mikrobioma, 
in s tem razširitev odpornosti proti antibiotikom med bakterijami (Mazaheri Nezhad Fard in 
sod., 2011).  
10 IZZIVI TERAPIJE Z BAKTERIOFAGI 
Bakteriofagi določene vrste imajo omejen spekter ustreznih gostiteljev - bakterij, to dejstvo je 
potrebno upoštevati, da bi zagotovili primerni terapevtski učinek. Zato je potrebna ustrezna 
prilagoditev postopkov identifikacije povzročitelja okužbe in bakteriofagov, ki so sposobni 
uničiti povzročitelja. Da bi zagotovili ustrezen litični učinek na patogene bakterije se običajno 
uporablja zmes različnih bakteriofagov oz. fagni koktejl (Sulakvelidze in sod., 2001). 
Povečanje števila različnih virusov v koktejlu je ključno za boljšo pokritost bakterij. Veliko 
število različnih bakteriofagov pa zahteva previdnost pri proizvodnji in testiranju natančno 
definiranih večkomponentnih mešanic za ustreznost bakteriofagne terapije.  
Z modernimi biotehnološkimi tehnikami in avtomatiziranimi postopki testiranja z rešetanjem 
visoke zmogljivosti (ang. high throughput screening) je mogoče razširiti bakteriofagno 
specifičnost in posledično zmanjšati število potrebnih virusov v koktejlu za terapijo. 
Zmanjšanje specifičnosti oziroma zmožnost inficiranja širšega spektra bakterij so dosegli z 
zmanjšanjem ovir, ki omejujejo bakteriofaga pri adsorbciji in infekciji bakterij. Scholl in sod. 
(2005) so proučevali K1 polisaharidno kapsulo izolatov E. coli, saj nudi bakteriji zaščito pred 
fagocitozo in aktivacijo komplementa, zaradi katere je bakterija še bolj invazivna. K1 kapsula 
predstavlja fizično oviro za infekcijo s fagom T7, saj ta ne more prepoznati lipopolisaharidov 
pod njo. Ustvarili so T7 fag, ki izraža gene za encim endosialidazo, ki razgradi polisaharidno 
kapsulo in omogoči fagu T7 dostop do lipopolisaharidnega sloja, kar mu omogoča okužbo 
bakterije.  
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10.1 BAKTERIJSKA ODPORNOST PROTI BAKTERIOFAGOM  
Bakterije lahko razvijejo odpornost proti bakteriofagom na različne načine; s preprečevanjem 
adsorbcije fagov na njihovo površino, z inhibicijo vnosa dednega materiala faga v celico, in z 
mehanizmi za restrikcijo nukleinskih kislin in zaviranjem okužbe (Labrie, 2010). 
10.1.1 Preprečevanje adsorbcije fagov na površino bakterij  
Prva stopnja okužbe bakterijske celice je adsorbcija virusa na njeno površino, dogodek je 
izjemno zapleten, saj mora fag prepoznati točno določen motiv na celici. Fagi so v stiku z 
mnogimi različnimi sestavinami celičnih sten in membran gostiteljev, poleg tega pa so 
bakterije razvile ovire s katerimi preprečujejo njihovo adsorbcijo. Bakterijske celice 
preprečujejo vezavo virusov na njihovo površino z blokiranjem fagnih receptorjev, produkcijo 
ekstracelularnega matriksa in s proizvajanjem kompetitivnih inhibitorjev (Rostøl in 
Marraffini, 2019).  
10.1.2 Preprečevanje vnosa virusnega genoma v bakterijo 
Sistem preprečitve infekcije s sekundarnim bakteriofagom zaradi primerne infekcije 
bakteriofaga (Sie – superinfection exclusion system) predstavlja proteine, ki preprečijo, da bi 
virus vnesel svojo DNA ali RNA v bakterijsko celico, in tako zagotavljajo imunost bakterije 
na določene viruse. Te beljakovine so vezane na membrano. Gene ki nosijo zapis za Sie 
pogosto najdemo v profagih, kar kaže na to, da so le-ti pomembni za medsebojno interakcijo 
med bakteriofagi (Labrie, 2010). 
10.1.3 Mehanizmi za restrikcijo nelastnih nukleinskih kislin 
Praktično vse bakterije imajo mehanizme za restrikcijo nukleinskih kislin, ki jim rečemo 
restrikcijsko-modifikacijski sistemi. Ko v celico vstopi tuja nukleinska kislina, se z njimi 
bakterije zaščitijo pred tujim genskim matrialom, predvsem virusnim. Sistem ponesrečene 
infekcije (Abi – abortive infection system) se aktivira, ko bakteriofag okuži bakterijo, tako da 
deluje na procese transkripcije, translacije ali replikacije, ki so ključni za namnožitev virusov. 
Abi sistem vodi v smrt gostiteljske celice in tako prepreči širjenje virusov še preden se le-ti 
namnožijo.  
Potrebno bo razviti nove tehnike, s katerimi bi zmanjšali razvoj mehanizmov v bakterijah, ki 
se prilagodijo na virusne infekcije. To lahko dosežemo z uporabo fagov v kombinaciji z 
ostalimi protimikrobnimi snovmi, kot so antibiotiki, s sprotnim spreminjanjem mešanice 
uporabljenih bakteriofagov in z biološkim inženiringom, s katerim neposredno spreminjamo 
bakteriofage, da specifično zaznajo mehanizme rezistence (Labrie, 2010). 
10.2 PROIZVODNJA BAKTERIOFAGOV 
Največja skrb pri proizvodnji bakteriofagov je odstranjevanje endotoksinov in pirogenov 
(snovi, ki povzročijo dvig telesne temperature), ki se sproščajo ob lizi bakterijske celice. 
Potrebno je omogočiti, da so fagne formulacije obstojne. Merabishvili in sod. (2009) so v 
svojem delu natančno opisali protokol izolacije, karakterizacije, proizvodnje, čiščenja in 
kontrole kakovosti za bakteriofage v klinični uporabi. V protokolu je opisan komercialno 
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dostopen komplet za čiščenje endotoksinov, ki se je izkazal za dovolj učinkovitega za 
uporabo v evropskih kliničnih študijah. Lahko pričakujemo postopno izboljšanje metod, ko 
bodo urejene regulatorne zahteve in bo na trg prišlo vedno več terapij z bakteriofagi.  
10.3 SISTEMSKI STRANSKI UČINKI UPORABE  
Z zdravljenjem bakterijskih okužb, pri katerem pride do nenadne množične lize bakterijskih 
celic v telesu, pride do sprostitve endotoksinov in superantigenov. Ti pa močno stimulirajo 
vnetni odziv, ki je lahko tako močan, da se pojavijo hudi stranski učinki in tudi smrt ljudi. Da 
bi zmanjšali tveganje, znanstveniki razvijajo bakteriofage, ki ne morejo sprožiti lize celice ali 
takšne, ki se ne množijo. Takšni pristopi lahko zvišajo preživelost, saj se s tem znatno 
zmanjšajo količine endotoksinov in vnetnih mediatorjev, ki se sproščajo med terapijo z 
bakteriofagi. Hagens in Blasi (2003) sta nitaste bakteriofage spremenila tako, da so izražali 
restrikcijske endonukleaze in holine v bakteriji E. coli. Ti fagi so bili toksični za bakterije, a 
jih niso lizirali in tako se je sprostila le majhna količina endotoksinov. Oblikovali so 
bakteriofage za zdravljenje okužb z bakterijo Pseudomonas aeruginosa, ki niso litični in niso 
zmožni pomnoževanja. Ob zdravljenju okuženih miši z nelitičnimi bakteriofagi so zaznali 
manjšo stopnjo umrljivosti kot pri zdravljenju z litičnimi fagi, preživetje je bilo višje na račun 
nižje stopnje vnetnih odzivov. Do istega sklepa so pri zdravljenju peritonitisa prišli tudi 
Matsuda in sod. (2005), ki so z nelitičnimi fagi signifikantno zvišali preživetje zdravljenih 
miši.   
10.4 NAČIN VNOSA TERAPIJE Z BAKTERIOFAGI 
Imunski sistem predstavlja oviro za zdravljenje z bakteriofagi, še posebej če jih vnesemo 
direktno v krvni obtok. Merril in sod. (1996) so opisali tehniko, s katero so vnašali fage v 
živalske modele in izolirali tiste, ki so se v telesu uspešno zadrževali najdlje. Večina takšnih 
bakteriofagov je imela mutirane proteine kapside, zato jih imunski sistem ni odstranil enako 
hitro kot običajnih fagov. Kim in sod. (2008) so želeli zmanjšati imunogenost fagov in 
podaljšati cirkulacijski čas v krvi, zato so kemijsko modificirali bakteriofage s konjugacijo 
monometoksi polietilen glikola (mPEG) na virusne proteine kapside. Ko so vnesli 
modificirane viruse v mišji model, se je močno podaljšal cirkulacijski čas, prav tako so 
zaznali zmanjšano količino mediatorjev imunskega odziva v primerjavi z nativnimi fagi. 
Menijo, da tak pristop z konjugacijo mPEG lahko izboljša učinkovitost terapije z bakteriofagi.  
10.5 FARMAKODINAMIKA IN FARMAKOKINETIKA  
Farmakodinamika in farmakokinetika pri terapiji z bakteriofagi sta zelo težko določljivi, saj 
se bakteriofagi hitro množijo, prav tako pa se dogajanje v in vitro pogojih razlikuje od in vivo 
procesov v telesu, potrebna je določitev za vsak bakteriofag posebej. Odvisni sta od stopnje 
adsorbcije, latentnega obdobja, začetne doze fagov, časovnega okvirja terapije, zmožnosti 
replikacije na mestu okužbe, časa obstojnosti v telesu, lastnosti tretiranega organizma, 
okoljskih dejavnikov, predvsem pa od imunskega sistema gostitelja (Skurnik in Strauch, 
2006). 
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Slika 4: Shematski prikaz števila bakteriofagov in bakterij v odvisnosti od časa infekcije (PFU – število 
plakov (ang. plaque-forming units), CFU – kolonijska enota (ang. colony-forming units)) (cit. po Moelling 
in sod., 2018). 
Slika 4 prikazuje spreminjanje števila bakteriofagov in bakterij v času bakteriofagne terapije. 
Na sliki niso prikazani dejanski podatki o točnem številu posameznih organizmov, ampak le 
tipične rastne krivulje pridobljene iz eksperimentov.  Bakteriofagi se lahko razmnožujejo le s 
pomočjo bakterij, po določenem času jih sami uničijo in okužba je ozdravljena, takrat pa ne 
najdejo več ustreznega gostitelja, zato se tudi njihovo število zniža, saj se odstranijo iz 
sistema (Moelling in sod., 2018). Pri nekaterih bakteriofagih, pa so odkrili sistem 
medsebojnega komuniciranja s kratkimi peptidi, ki jih izločajo fagi sami, z namenom da bi 
preprečili lizo vseh bakterijskih gostiteljev. Uravnavajo namreč prehod med litičnim in 
lizogenim ciklom. Na tak način bakteriofagi ohranjajo majhen delež populacije gostiteljskih 
celic živih a okuženih z bakteriofagom, ki je v fazi lizogenega cikla (Erez in sod., 2017). 
11 ZAKLJUČEK 
Od odkritja fagov pred več kot stoletjem so se pristopi v bioznanosti močno spremenili. 
Raziskave bakteriofagov so privedle do odkritja ključnih bioloških procesov, temeljnih 
principov molekularne biologije, ekologije in evolucije. Razvile so se moderne tehnike, kot so 
genetsko sekvenciranje, urejanje genomov. Zdaj pa z njihovo pomočjo znanstveniki ustvarjajo 
napredke na področju medicinske diagnostike, nanotehnologije in razvoja zdravil. Čas je, da 
še bolje spoznamo pozitivne aspekte bakteriofagne terapije in da se z zbranostjo, natančnostjo 
in optimizmom nadaljujejo raziskave na področju fagov. Le tako bomo kos vse večjemu 
številu okužb z bakterijami odpornimi proti antibiotikom, zaradi katerih vsako leto umre 
vedno več ljudi tudi v najrazvitejših delih sveta. Potenciali bakteriofagne terapije so očitni, 
obstajajo velike prednosti pred uporabo antibiotične terapije in četudi je zdravljenje zaenkrat 
še nerazširjeno, se glede na velik porast znanstvenih raziskav na tem področju obetajo 
spremembe. 
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